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長 谷 部 保 彦
(平成5年 2月 4 日受付)
β2 ミ ク ロ グ ロ ブリ ン (β2-micr oglobulin･ β2m) は ア ミ ロ イ ド前駆 タ ン パ ク の 1 つ で あ っ て , 長期間人工透析を続けて い る
腎疾患 の 患者 で ほ血 清中の β2rn が高値と な り, 手根 管症候群(c arpartun nelsyndr o m e)と して ア ミ ロ イ ド沈着を お こ す こ と が
知 られ て い る ･ Con n orsらは完全な β2m 分子が 試験管内で ア ミ ロ イ ド線椎 に 変 る こ とを 報告 した . しか し β2m の 全量が 真の
ア ミ ロ イ ド線 椎に 変 っ た の か , 一 部だけが 変 っ た の か に つ い て ほ 述べ られ て い な い ･ こ の 研究で は β2m か らア ミ ロ イ ド線維 へ
の 試験管内 で の 変 化を確か め , そ の 中間状態 の 検索を行 っ た ･ β2m は カ ドミ ウ ム 汚染地区で イ タ イ イ タイ 病 と して 知 られる カ
ドミ ウ ム 中毒患者の 尿 に 多く含 まれ る こ とが 知 られ て い る の で , そ れ を 出発材料 と した . そ の 尿 を A mic o n社の ホ ロ ー フ ァ イ
バ ー 濃縮 掛 こよ っ て 濃縮 し , 分子飾 ゲル 濾過 の カ ラ ム を 2回 通 して 精製 した ･ 精製 された β2m の 純度 ほ寒天電気泳臥 免疫電
気泳 臥 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気泳 動 (s odiu m dode cyl s ulfate-pOlya crylami de gel
electropho re si, S D S-P A G E)に お い て単 一 成分 と して 確か め られ た ･ 精製β2m を 重合 させ沈殿を作 る た め に , 1) リ ン 酸緩衝
化生理食塩水(pho sphate buffe red salin e･ P B S) 中で濃縮す る , 2) 溶媒の 塩濃度 を低下 させ る , 3) 溶媒を酸性 の pH とす
る▲ の 3 つ の 条件 を試み た ･ 沈殿 か ら ア ミ ロ イ ド形成の 中間状態 を分析す るた め に , 蛋白 定量 , 混濁度測定 , 円偏光 二 色性
(cir c ulardichr ois m･ C D) 測乱 S D S-P A G E, 寒天 お よ び免疫電気泳動な どを用 い た . 上 記の 3 つ の 条件 に お い て 沈殿の 形成ほ
い ずれ も混濁度 の 増加 と して 認め られ た ･ 1) と 2) の 条件 で ほ C Dお よび 寒天電気泳動 上変化 は な か っ た が , 3) の pH
4･3に す る条件 で は C D に急速 な変化があ り , 寒天電気泳動 で は陽極側 に 新 しい バ ン ドが 出現 した . 沈殿物を コ ン ゴ ー 赤 に よ
り染め て 見 る と1) の 沈殿は よく染 ま り , 2) は 染ま るも の が少 なく , 3) で は 更に少なか っ た . 偏光顕徴配 電子顕微鏡に
よ っ ても コ ン ゴ ー 赤 に 染 ま る沈殿 は ア ミ ロ イ ド線経で ある こ と が確認 され た . 以上 の こ と か ら β2m の 高次構造 を変 えな い で
ゆ っ く り沈殿 を形成 させ る と, β2m か らア ミ ロ イ ドに 変わ る こ とが 確か め られ た . また こ れ に 関連 して , 臨床検査に お い て は
尿の β2m を 定量す る こ と は困難である と い わ れ てお り , そ の 理由と して酸性尿で ほ尿中 に ある酸性プ ロ テ ア ー ゼ に よ り β2m
が 分解 され る た め で あると 考えられ て い た ･ しか し本研究 に よ り , それ は 酸性プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 分解 され る の で は なく ,
β2m の 酸性条件下 に おけ る沈殿形成 に よる こ と が 明 らか と な っ た .
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βz- ミ ク ロ グ ロ プ リ ン (β2- microglobulin, β,m) ほ1 96 8年 に
Be rg gard ら
11に よ り 尿細管障害の 患者尿か ら精製 され た 分子量
11,800, 免疫 グ ロ プ リ ン 遺伝子 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 蛋白で あ
る
Z)
. β2m ほ1 00ア ミ ノ酸か らな り , 57ア ミ ノ 酸の 分子内 S S結
合の ル ー プ を作 っ て い る ∴細胞膜 の ク ラ ス Ⅰ魁織適合抗原の L
鎖で あり , 免疫 グ ロ プ リ ン ド メ イ ン と しての 高次構造 をも つ こ
とが 明 らか に な っ て い る3).
一 方腎疾患 の 患者 に対 して , 人工 透析療法が始ま っ て 以来 ,
長期透析の患者 で は宇検管症候群, 弾発指 , 多発性関節痛な ど
の 骨 ･ 関節障害 を併発す る こ と が多く , こ れ らの 患者 で は組織
学的 に ア ミ ロ イ ド の 沈着 が あ る こ と が 判明 し た … . こ れ が
β2m の 沈着 に よ る ア ミ ロ イ ドで ある こ とが , Gejyo らT) に よ り
明らか に され た .
β2m の 血 中正常浪度 ほ1. 紬緑 雨 程度であるカ漕 - 10) , 透析膜を
通過 しな い た め に 人工透析 の 患者で は , そ の40倍程度 まで増加
して い る ‖ト131
. 増加 した β2m が どの よ うに して ア ミ ロ イ ドに 変
わ るの か が 問題 である . ア ミ ロ イ ドの 観織 を 可溶化す ると完全
な分子 の β2m が得 られ た と い う報告Il) と , N 末端が短 くな っ た
β2m が得 られ た と い う報告15)が あ っ て 一 定 し な い . 一 方で は
Co n n orら
i 6) は精 製 した β2m を 精製水に透析 し, 濃縮 する こと
に よ り, 試験管内に お い て ア ミ ロ イ ド様の 沈殿形成す る こ とを
報告 した .
しか し, そ の 中間状態 ほ どう で ある の か , ア ミ ロ イ ド形成を
左右する要因は何 であるか は 明 らか で な い . も しβ2m 単独で 試
験管内に お い て も ア ミ ロ イ ド形 成 が お こ り う る の で あれ ば,
β2m の 分子的性状を究明す る こ と に よ りア ミ ロ イ ド へ の 変化を
解明でき る の で はな い だ ろうか ,
ま た , 臨床検査の 分野 で尿中の βzm は酸性 でほ 著 しく不安定
A b bre viation s :β2m , β2- micr oglobulin; B L N, Behring LaserNephelom eter; C D, Circ ular dichrois m; E LIS A,
e n zym e
-1inked im m u n o sorbe nt a ssay ;IgG, im m u n oglobulin G; PB S, phosphate buffered salin e; P O D,
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で, 濃度が 急速に 低下す るた め , β2m 測定 の た め に は 酸性尿
は
早く中性 に す べ きで ある と言わ れて い る
1T卜 Ig)
･ こ れ ほ酸性 プ ロ
テ ア ー ゼ に よ っ て β2m が 分解され るた め と考え られ て い る ･
そ こで , β2m が 酸性条件 を含め た 種 々 の 条件下 で どの ような
変化をす るの か , また どの ような 過程を経て ア ミ ロ イ ド線維に
なるの か , そ こ に どの ような 分子間相互作用が関与す る
の か に
っ い て , 精製 β2m を 用い て検索 した 結果を報告す る ･
材料お よ び方法
t . 材 料
1 . β2m の 精製
β2m ほ出発材料 と してイ タ イ イ タ イ 病患者尿を 用 い た ･ 患者
尿は富山市 ■ 萩野医院 よ り富山医科薬科大学
･ 公衆衛生学 ･ 寺
西秀豊先生を介 して 供与 され た ･ こ れ を 下記の 操作手順 に よ り
分離精製 した ･
1)イ タ イ イ タ イ 病患者尿を Amic o nホ ロ
ー フ ァ イ バ ー カ ー
トリ ッ ジ , HI P lO-20(Da n v e rs, U･ S･ A･)を用 い た 限外濾過 に よ
り10～ 20倍 に 濃縮 した .
2) ス ー パ p デ ッ ク ス 2 00カ ラ ム (P har m a cia, Up pu sala･
Sw ede n)(X K 26/ 0一内径 26m m , 長 さ 60c m:0･2M リン 酸緩
衝液 pH6.8 ;流速 , 20ml/hr)を用 い た ゲル 濾過法 に よ り溶出 し
た 4 つ の 主 要 な ピ ー ク の う ち , ウ サ ギ 抗 ヒ ト β2m 血 清
(DA K O P A T T S, Glo str up, De n m ark) を 用い た 二 重免疫拡散法
に て沈降線を認め た第 2 ピ ー ク を集め た .
3) 第2 ピ ー ク を A 血c o nス タ ン ダ
ー ド型濃拝式 セ ル (8050
軋 8200型) を 用 い た 限外濾過に よ り 濃縮 した ･
4) セ フ ァ デ ッ ク ス G･-50カ ラ ム (P har m a cia) (X K 26/ 0r内
径 26m m , 長さ 60c m; 0.2M リソ 酸緩衝液 pH 6･8 ;流 軋
20ml/br) を 用 い た ゲ ル 濾過法 に よ り溶出 した 主要 な 2 つ の
ピ ー クを ウ サ ギ抗 ヒ ト β2m 血 清 (同上)お よ び ウ サ ギ抗 ヒ ト レ
チ ノ ー ル 結 合 タ ン パ ク (retin ol binding pr otein, R B P)
(Behringw erke, M arbu rg, Ger many) を用い た 二 重 免疫拡散法
に よ り分析 した と こ ろ , 第1 ピ 】 ク は R P B, 第 2 ピ
ー ク は
β2m に 対す る抗血 清と 各々 反応 した . ウ サ ギ抗 ヒ ト β2m 血清 と
の み反応 した 第 2 ピ ー ク を集め , 精製 β2m と した .
2 . 精製 β2m の 検定
精製 した β2m は ドデ シ ル 硫酸ナ ト リ ウ ム ーポ リ ア ク リ ル ア
ミ ドゲ ル 電気泳動法 (s odiu m dode cyl sulfate polya crylamide
gelelectrophor e si ,S D S-P A G E), 免疫電気泳動法お よ び寒天電
気泳動法 に よ りそ の 純度 を検定 した . 実験 に 用 い る水はす べ て
高純度の イ オ ン 交換純水装置(K SJ-M -18軋 栗田 工業 , 東京)
を用い て 精製 した .
Ⅰ . 実験方法
1 . β2m の 定量
1) 吸光度測定
分光光度計 U V-2200( 島津製作所, 京都)を用 い て β2m の 波
長280n m に おけ る吸 光度を測定 し , β2m の 280n m に お ける分
子吸光係数を1 9.8㌘
0) と して β2m の 濃度を 求め た .
2) 酵素免疫測定法 (e n zym e-1inked im m u n os orbe nt a s ay,
E LIS A)
E LIS Aワ ン ス テ ッ プ競合法を原理 と した ェ ソ ザ イ グ ノ ス ト
β2･ m micr oキ ッ ト (Behringw erke) を用 い て免疫反応37 ℃, 1
時間, 皇 色反応18～ 25 ℃, 30分 の 常法に 従 い β仰 の 濃度を 測定
した
, β2m ほ 沈殿 を 作 りや す い の で , 測定 前 に は β2m を
12,000rpm 1 5分間遠心 し , そ の 上 清 を 試料 と して 測定 に 用い
た .
2 . S DS-P A G E お よび ウエ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グ
精製 した β2皿 を S D S を含 まな い12.5%の ア ク リ ル ア ミ ドゲ
ル と0.05% S D S を含有す る電極液 を用い て S D S-P A GE を 実
施 した後 , ト ラ ン ス フ ァ ー 装置(マ リ ソ ル , 東京)を用 い て , ゲ
ル 中の 蛋白を ク リ ア プ ロ ッ ト ･ P膜 (ア ト
ー
, 東京) 上 に 1 5 V
定電圧に て80分間通電 し, 転写 した . 転写後 , 0.5%カ ゼイ ン 含
有 ト リ ス 緩衝化生理食塩水中 で 4時間ブ ロ ッ キ ン グ した 後 , 同
じ緩衝液 に て400倍希釈 した ウサ ギ抗 ヒ ト β2m 血 清(同上)中に
浸漬 し, 室温に て 1晩1 次反応 させ た . 0.05% ツ イ
ー ソ20含有
リ ソ 酸緩衝化生理食塩水(phosphatebuffer edsalin e,P B S)に て
5分間4 回洗浄 した後, ブ ロ ッ キ ン グに 用 い た 緩衝液に て2500
倍希釈 した ヤ ギ抗 ウ サ ギ免疫 グ ロ プ リ ン G (Im m u n oglobulin
G,IgG)ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (per oxida s e,P O D) 標識抗体中に ク リ
ア プ ロ ッ ト ･ P膜を 浸漬 し , 室 温 に て 3時 間 2次反応 を行 っ
た . 再 び , 0.05%ツ イ ー ソ20含有 P B Sに て 5分間5 回洗浄 し
た 乳 0.0025% 0-dianisidin e/0.01 % H202/0.05 M トリス 塩酸
衝液(pH7.6) 中で 室温に て 5 ～ 10分間呈 色反応を実施 した ■ 発
色バ ン ドを確認 した後 , 精製水に て 充分洗浄 し, 乾燥 した ･
3 . β2m の 重合度の 検定
β2m の 重合過程を ベ ー リ ン グ レ ー ザ ー ネ フ ェ ロ メ
ー タ ー
(Behring Las erNephelo m eter, B L N) (Behringw erke)
21) を 用 い
て , 重 合に よ る 混濁を光散乱強度 の 変化 と し て 測定 し た ･
B L N ほ波長 633n m の He-Ne レ ー ザ ー を 光源 とす るもの で ,
専用車 ュ ベ ッ ト内の 試料に よ り引き起 こ され る散乱光は フ ォ ト
デ ィ テ ク タ
ー に 収束 した 後 , 電 気信号と して デ ジ タ ル ボ ル ト
メ ー タ ー に よ りボ ル ト単位(Ⅴ) で 表示 され た .
4 . 門偏光 二 色性
円偏光二 色性(Cir c ulardichr oism ,C D)の 測定は JA S C O-J500-
C ス ペ ク ト ロ フ ォ ト メ
ー タ ー に C D装置 を 連結 した 装置で行
い , a ndr oster o n eO .5mg/ml dio x a n eに よ り C D感度較正 を
行 っ た . 2m m 光路の セ ル を 用 い , β2m 濃度0.3mg/m1 0･2M リ
ン 酸緩衝液 pH 6.8の も の を 試料 と して 用 い た . 酸性条件下 で の
時間経過は l β2m 溶液を 1 M酢酸緩衝液 に よ り 1 : 1 に 希釈
し , C D ス ペ ク ト ル の 変化で 追跡 した .
5 . ア ミ ロ イ ド染色
β2m の 重合不 溶物 を遠心 に よ り沈経と して 集め , 少量の 0･ 2
M リ ン 酸緩衝液 pH6.8 に 懸濁 し, あらか じめ ゼ ラ チ ン 薄膜に
て 表面を コ ー ト した ス ライ ド グラ ス 上 に 滴下 し, 37℃で 乾燥 し
た . 次に コ ン ゴ ー 赤染色し , 光学顕微鏡 およ び偏光顕徽鏡下で
染色状態を観察 した .
6 . 電子顕微鏡に よ る観察
βzm の 重合不 溶物を遠心 に よ り集め , 少量 の 0.2 M リン 酸緩
衝液 pH 6.8 に 懸濁 したもの を電子顕微鏡用試料 と した ･ 金属
メ ッ シ ュ の 上 に コ ロ ジ オ ン 膜を 作 り , カ ー ボ ン 蒸着 して 補強
し, そ の 上 に 滴下 した . 水分を 濾紙 に よ り吸 い 取 っ て 乾燥 さ
せ , 酢酸ウ ラ ニ ル に よ り37 ℃, 20分間 お よび ク エ ン 酸鉛に て 室
温 5分間染色 し, 電子顕微鏡 H 500(日製産業 , 東京)に よ り観
察 した .
7 . 寒天電気泳動お よ び免疫電気泳動
寒天冷却電気泳動槽 A C E 21(和光純薬 , 大 阪) と Agafix
フ ィ ル ム C N G(バ イ オ メ イ ト, 東京)を 用 い , ベ ロ ナ ー ル ･ ト
リ ス ･ グ リ シ ソ 緩衝液に溶か した K一 組 ア ガ ロ ー ス.(
バ イ オ メ
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イ ト)に より0.5m m 厚 さ の プ レ ー ト を作 っ た . 寒天電気泳動で
ほ これ を フ ィ ル ム マ ス ク に て 覆い , 1.5〃l ずつ の 試料 を 添加 し
た . 免疫電気泳動 で ほ 滞 と 穴 を備 え た テ ン プ レ ー ト に よ り プ
レ ー トを作 っ た . 泳動 は 25 肌
r
, 45分間行い よ そ の 後 , 常法 に よ
り ク マ ッ シ ー プ リ リ ア ン トブ ル ー 染色 した22-.
8 . β2m の 濃縮 に よ る 重合
蛋白分子量3,000カ ッ ト の 濾過膜 Y M 3 を装着 した 撹拝式 セ
ル8010型お よび8050塑 (Amic o n) を 用 い て , 精製 β2m を 限外濾
過 に よ り濃縮 し重合を み た .
9 . β之m の 塩濃度低下に よ る重合
Co n n orsら
16一
の 方法 に ほぼ 準拠 し, 0.14 M NaClを 含む0.01 M
P BpH 7.2(P B S)に て β2m 濃度 を 調整 し , 透析膜 Spe ctr a/
Por6/M W C O 3,50 0(S P E C T R A M, Ho u sto n, U･ S･ A･)に 0.1 ～
1mlを 封入 した . こ の βzm を精製水 に て 2倍希釈 した P B Sに
1 日透析 した後 , 透析外液を 4倍希釈 した P B Sに 変 え , 同様
に 1 日透析 し , 次い で 8倍希釈 した P BS に 変 え て さ らに 1 日
透析 した , 最後に 透 析外液を精製水 に 変 え同様に 1 日透析 し,
重合の 様 子を検討 L た. す べ て の 透析 は 6 ℃の 冷室 に て実施 し
た .
1 0. β2m の 酸性条件下に よ る重合
1) 段階的 pH の 酸性化
0.2 M リン 酸緩衝液 pH 6.8中の β2m を 透析膜 Spe ctr a/Por
6/M W C O 3,500( 同上) に 0.3～ 0.5ml封入 し, 0.2M 酢酸緩衝
液 pH 6. 0 を外液 と して 1 日透析 した 後 , 0.2M 酢 酸緩衝液
130KD 蠣 ト
75 K D- ■
50 K D- ト
39 K D一 ト
27 K D-■･
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PH5･5に 外 液を交換 し, 再 び 1 日透析 した ･ 次 い で 0.2 M酢酸
緩衝液 pH5.0に 同様 に 1 日透析 した 後, 最終 的に 0.2 M酢酸緩
衝液 pH 4.3に 1 日 透析 し重合 を検討 した . 透析 ほす べ て 6 ℃の
冷窒に て 実施 した .
2) 0.2 M 酢酸緩衝液 pH 4.3 へ の 透析
1) と 同様に 0. 2M リソ 酸緩衝液 pH 6.8中の β2m を透析膜
Spe ctra/Por6/M W C O 3,500(同 上) に 封入 して 透析を実施 した
が , 透析外液 はす べ て 0. 2M 酢酸緩衝液 pH4.3 と し, 毎日1回
新し い 緩衝液と交換 して 4 日間に わ た り透析を行 い , 重合をみ
た . 透析ほ す べ て 6 ℃の 冷室に て 実 施 した .
成 績
Ⅰ. 精製 β2m の 純度の検定(図 1-A, B, C)
イ タ イ イ タ イ 病患者尿 よ り精製 した β2m の 純 度 を 調べ た と
こ ろ , S D S-P A G Eに お い て は 分子量1 2,000の 位 置 に 単 一 な バ
ン ドが 認め られ , 寒天電気泳動法 に お い て も , β分画に 単 一 な
バ ン ドが 認め られ た . 免疫電気泳動法に お い てほ 抗β2m 血 清と
の 間 に β分画に お い て単 一 な沈 降線 を認め , か つ 抗 ヒ ト血 清と
の 間に ほ 何 らの 沈降線も認め られ な か っ た . こ れ らの 分析結果
か ら β2m は ほ ぼ 単 一 標晶 で ある こ とが 確認 され た の で , 以下の
検討に 用 い た .
Ⅰ . β2m の 重合
1 . β2m の 濃縮 に よ る重合(園2)
β2m 11 5′唱/ml を濃縮 し , そ の 濃 度過程 6段 階 に お ける
Antis e r u m
C
Fig.l. An alysis of the pu rified β2rn. Pu rified β2m W aSan alyzed o n char acteristic a nd pu rity by thr eekinds of ele ctrophor esi ･
A, S DS-P A G E in 12.5% polya crylami de gel w asperfor m ed in 40 m A for 120 min s･ T he m olec u rlar w eight m arkersin
kilodalto n(K D)a reindic ated o ntheleft. Lane l; pr e-Stain ed S D S-P A G Esta ndards; La.n e2, C O n C e ntr ated patie nt u rin e;La ne
3, Purifiedβ2m ;B, Agaro s e- ele ctrophor e si w a sperfo r m ed in 250 V for45min s, a nd agar o segel w a s stain ed with Co o m a ssie
brillia nt blu e. Sa mple No.1. n or m al hu m a n se ru rn a s c o ntrol; No,2, pu rified β2m ; No ,3, C O n Centrated No･2 β2m ; C,
Im m u n o ele ctr ophor e si w asperfo rr n ed in 250 V for45min s, a nd agar o s egel w a sinc ubated fo r1 6 ho ur s afte r a n ap plicatio n of
a ntise ru m. Sa mple No.1, n Or m al hu m a n s er u m a s c o ntrol; No.2, Pu rified β2m ; No.3, C O n C e ntrated No･2 βzm ; Antis eru m a･
r abbit a nti hu m a n se ru m;b, r abbit a nti hu m a nβ2m Seru m.
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280｡ m の 吸光度と B L Nに よ り測定 した光散乱強度を混濁度と
して各 々 縦軸に と っ た ･ 横軸の β2m の 濃度は 一 浪締 前の β2m
濃度を 280n m の 吸光度よ り求め , こ の 時の 容量と濃縮各段階
で の容量と の 比較計算に よ り β2m の 濃 度を 算出 した ･ 280n m
の吸光度測定 に お い て は , β2m 濃度 4 02絹/mlま で ほ 直線的増
加が認め られ たが , そ れ 以上 で ほ直線か らほずれ, 計算値か ら
h te nsity of
lights c attering
】遁 500 1,000 1,500 β2m 〟g/咄
1 0 2. 3 1. 2 0 . 8 mJ v olu m e
Fig.2, C ha nges of abs orba n c e(A B S) at 280n m and
inte nsity of Iight s c attering (turbidity) by B L Nas a
fu n ctio n of β2m C O n C e ntr牟tio n. InitiaI c o n c entr atio n of
purifiedβ2m (10ml) w a sl15pg/ml, a nd it w a s c o n c e ntr a-
tedto O.77 ml by ultr afiltr atio n. At the v olu m e of l･34
ml(855〟g/ml, POinted by a!r O W)･ tu rbidity w as obs er v ed
by the n aked eye. Clos ed clr Cle, abs orba n c e at 280n m ;









Fig. 3, C ha nge s of c o n c e ntratio n of β2m a nd inte n sity of
light s c attering by B L N during dialysisfor4 days (decr e a-
sing of s alt c o n c e ntratio nin P B S), A,Initialc o n c e ntratio n
of purifiedβ2m W aS727pg/ml; B, 7 FLg/ml; Day O, both
ofβ2m W er ein O.01 M P B S(0.1 4 M NaCl) at pH 7･2, a nd
Day l w a s afte rl day of dialysisin l/2 P B Sof origin al,
Day 2 in l/4 P B S, Day 3 in l/8 P BS. fin ally Day 4 in
deio niz ed w ater･ Clos ed circle･ C OPC e ntratio n of β2m (p g/
ml) m e a su r ed by E LIS A; Ope n Clr Ce, inter n sity of light
SC attering by B L N.
231
期待さ れ る吸 光度よ り低い 値 を示 し , 855J唱/m ト以上 で は 肉眼
的観察で も明 らか な濁 りが β2m 溶液 に 生 じた . B L Nに よ る 混
濁度の 測定に おい て ほ β2m 濃度 11 5～ 239鵬/ml まで の 範囲で
は 0.5 V以下 の 低い 光散乱強度を 示 して い た が , 402〃g/血 で
0.72 Vに 上 昇 し, 855〃g/mlで 1 .30 V, 1,7 09描/ml で3.36 Vと
高値 を示 し, 吸 光度か ら求めた β2m 濃度と 肉眼的な濁 りの 関係
と が よ く 一 致する結果が得 られ た .
2 . β2m の 塩濃度低下に よ る重合( 図3-A, B)
β2m 727〟g/ml と 7/Jg/ml の 濃度の 異な る 2 つ の 試料に つ い
て 段 階的短波度低下に おけ る E LISA に よ っ て 求め た β2m 濃度
と B L Nに よ る混濁度 を示 す光散乱強度と の 関係を図3 に 示 し
た . P B S を段階的 に 2倍希釈, 4倍希釈, 8倍希釈と塩濃度を
下げる に 従い , 727p g/ml, 7p g/mlの β2m とも B LN に よ る光
散乱強度が増加 した . β2m 濃度が高 い 時の 濃度 の 減少度は小 さ
く 緩や か で あるの に 対して , β2m が低濃度の 時 は塩濃度の 減少
とと もに 急激なβ2m 濃度の 減少が認め られ た . 重合に よ る不 溶
<pH> 6.8 6.0 5.5 5.0 4.3
F ig. 4. C ha nge s of c o nce ntratio n of β2m a nd inte n sity of
light scattering by B L Nin acidic pH s olutio n･ Initial
c o n c e ntr atio n of purified β2m W aS55･6 Jjg/ml in O･2 M
phosphat ebuffer pH 6･8･ the s a mple w a sdialys ed for l
day againstO･2 M ac etate buffer pH 6･0･ the n l day
again st pH 5･5, follo wing l day against pH 5･O a nd fin ally
l day again stpH 4.3. Clos ed circle, C O n C e ntr atio n ofβ2rn
(pg/ml)rn ea s u red by E LIS A;OPe n Circle,inte n sity of light
sc attering by B L N. A fter that, β2m in O･2 M a cetate
buffer pH 4･3 w as dialys ed again st 8 M ur ea c o ntaining
P B S(clos ed square, C O n Ce ntr atio n of β2m ; OPen Squ ar e,
inte n sity of light s c attering by B L N) or O･05 % S DS
c ontaining P B S(clo sed tria ngle, C O n C e ntr atio n of β2m ;
ope ntria ngle,inte n sity of light sc attering by B L N)orO･3 M
2- m erC aPtO etha n oIc o ntaining P B S(clo sed star, CO n Ce ntr a
-









lnte n 5ity o†
‖ghtsc atto ring
(〉)
○- - { D
(Day) 0 1 2 3 4 (加y) 0 1 2 3 4
A 8
Fig.5. C ha nge s of c o n c e ntr atio n of β2m and inte n sity of
light sc attering by B L N du ring dialysis again st O.2 M
a c etate buffer pH 4.3. A, Initial c o n c e ntr atio n of pu rified
β2m Wa S727iLg/ml; B, 7 pg/ml; Ac etate buffer w a sdaily
e x cha nged with n e wbuffer. Clo s ed cir cle, COn C e ntratio n
ofβ2m (pg/ml) m e a su r ed by E LIS A; OPe n Cir cle,intensity
Of light s c attering by B L N.
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Fig,6. An alysis for polym e riz ation of β2m by SD S-P A G E
a nd W ester nblotting. Initial c o n c e ntr atio n ofpu rifiedβ2m
(1 0ml) w aslOOp g/ml, a nd it w a s c o?C e ntr ated to 8-fold
and lO･foldc o n c e ntr ate sby ultr afiltr atlO n. S D S-P A G E in
12.5 %polyacrylami de gelw a spe rfo r m ed in 40m A fo r120
min s, and w eretra n sferred onto a sheet of cle arblot P
m e mbra n e, Which w asin c ubated with rabbit a nti-hu m a n
β2m S er u m, the n in c ubated with go at a ntトrabbit IgG
C O njugated with P O D, a nd fin auy stain ed with H202a nd
O･dia nis主din ein O.05 Mtris-H Cl buffer pH 7.6. La n el,
pre- Stain ed S D S-P A G Estanda rds; La n et2, patie nt u rin e;
La ne 3, Purifiedβ2m befor e c on c e ntr atio n;La n e4, Pu rified
β2m afte r8-foldc o n c e ntrate; Lan e5, purified β2m afte r
lO-foldc o n c e ntr ate.
物は B L Nに よ る測定で t 最終的な精製水 へ の 透析軋 β2m 高
濃度 で ほ 16.28 V と極め て 高値を 示 した の に 対 し , 低濃度では
2.83V を示 す に と ど ま り , 光散乱強度 ほ β2m 濃度 に 依存する
こ と が示 され た .
3 . β2m の 酸性条件下 に よ る 重合
1) 段階的pH の 低下( 図4)
0.2 M リソ 酸緩衝液 pH 6.8 に 溶 か した β2m 55.6p g/mlの
pH を 0･2M 酢酸緩衝液を 用 い て透析に よ り6.0, 5 .5 , 5 .0,
4. 3と段 階的に 低下 させ た 時 の E LIS A に よ る β2m 濃度と
B L Nに よ る光散乱強度の 関係 を図 4に 示 した . pH 5.5 ま でほ
濃度に 大きな変化 はな い が , pH5 . 0 に お い て 有意 な 減少 を認
め , pH 4･3 で はpH 6.8に お ける 濃度 の 3分 の 1以下に ま で減少
した . こ れ に 対 して B L Nに よる 光散乱強度 ほ pH 6.8 および
pH6.0 で は 1 V以下 の 低 い 値で あ っ た が , PH 5.5 で は 1.8 7V,
PH 5.0 では 2.78 V, pH4.3 で は 5.12V と pH が 低下する の に 伴
い 高い 光散乱強度 を示 した . しか も次 に こ れ を 8 M 尿素 S D S
含有 P B S, 0. 05%.S D S含有 P B S お よ び0.3M 2- メ ル カ プ ト
エ タ ノ ー ル 含有 P B Sの 3種類 の P B Sに 透析する と , 8 M尿素
含有 P B Sと0.05% SDS 含有 P B S で ほβ2m の 濃度が 回復し
混濁度 の 減少が認め られ た . これ に 対 して 0.3 M 2- メ タ カ ブ ト
エ タ ノ ー ル 含有 P B Sに 透析す る と , β2m の 濃度ほ 減少 し混濁
度ほ さ ら に 増加 した .
2) 0.2 M 酢酸緩衝液 pH 4.3 へ の 透析(園5-A, B)
β2m 727pg/ml と 7/唱/ml の 濃度の 異な る 2 つ の 試料に つ い
130 K D- ■
75 K D- ･
50K D- ●
39 K D- ■
27K D- ■
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Fig. 7. Analysisfordepolym erization ofβ2m by S D S-P A G E
a nd Wester nblotting. β2m W a S C O n Ce ntrated, a nd the
C O n C e ntr ated β2m W a Sdialys ed fo r the follo wing thr e
kinds of P B S. S D S-P A G Ea nd We stern blottir唱 W aS
perfo r m ed asin Fig. 6. La n el, pr e- Stain ed S D S-P AGE
standards; La n e2, patie nt urin e; La n e3, pu rified β2m
before c o n ce ntr atio n; La n e4, purified β2m afte r c on c e nt-
ratio n; La n e5, dialysed β2m C O n C entr ate against 8 Mur e a
C O ntaining P B S; La n e6, dialys edβ2m C O n C e ntr ate against
O.05 %･ S D S c o ntaining P B S; La n e 7, dialys ed β2m
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て , PH 4.3酢酸緩衝液 に 透析 した場合 の E LIS Aに よ る β2m 濃
度と B LN に よ る光散乱強度 の 経 日変化を図5 に 示 した ･ 両試
料とも濃度が低下す るの に 伴い , 光散乱強度ほ増加 した ･ すな
ゎ ち高濃度β2m で は 透析1 日後に 当初濃度の48･7%に , 4 日後
に は31.9%ま で減少 した . 低濃度β2m で は透析に よ る濃度減少
がさ らに 急激で あり , 1 日後に 当初濃度の12%に , 4 日後 に は
2%に ま で著滅 した , これ に対 し, 光散乱強度は高濃度β2m で
透析1 日後 に｣L 65 V から5･98 Vに 急 軋 4 日後 に ほ 1 0･82V
ま で増加 した . 丸 低濃度β2m で も 1 日後 に 0･09V から0■86
V, 4 日後 に は 4.0& V まで 上 昇 した ･
Ⅲ . S D S- P A G E およぴウエ ス タ ン ブ ロ tソ テ ィ ング
濃縮前 の β2m l OO鵬/mlで ほ 分子量12,000の 単量体 の み の 単
一 なバ ン ドで あ っ た もの が , 8倍 お よ び10倍濃縮 した後 に は t
新た に 重合 に よ り形成 さ れ た 分 子 量 26,000(2量体), 40,000





























Fig. 8. Ele ctrophor etic m obility of polym erized β2m ･ A,
Agaros e- ele ctr ophoresis w a.s perfor m ed in 250 Vfor 45
min s, a.nd agaro s egel w a s stain ed with Co o m a･SSie brillia nt
blu e; B, Im m u n o ele ctr ophor e si w a sperfor m ed in 250 V
for45min s, a nd agaro s egel w a sin cubated for1 6 ho u rs
after an ap plic atio n ofr abbit a nti
-hu m a nβ2m S er u m･ La n e
l, n Or m a=1 u m a n Ser u m; La n e, 2, 7, pu rified β2m ;La ne 3,
91 Pr e Cipitated β2m by c o n c e ntr atio n; La n e4, 10･ pre Cipi
-
tated β2m in pH 4.3; La n e5, 8, S uper n at nt β2m lnPH
4t3;La n e6, 11, pr e Cipitatedβ2m by dialysis again st H20･
(図 6).
β2m の 重合 に よ り形成 され た不 溶物を 8 M 尿素含有 P B S,
0.05% S D S含有 P B S お よ び0. 3M 2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 含
有 P B Sの 3種類 の 透析外液に 対 して 3 日間透析 した後 の 泳動
パ タ ー ン は透析前の もの と比べ て 大きな 変化を示 した . す なわ
ち , 8M 尿素含有 P B Sお よび0.05% S D S含有 P B Sに 透析 し
た もの で ほ単量体 , 2量体に 加え 3量体 , 4量体及 び そ の 中間
分子量 に位置す る染色バ ン ドが出現 し, 単量体の バ ン ド幅が増
加 した . これ に 対 し , 2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 含有 P B S に
透析 した もの は単量体の み の バ ン ドとな り , そ の バ ン ド幅も減
少 した ( 図7). 図 7の レ ー ン 4 , 5, 6 , 7 は同量の 試料を用
い て い るが , 原点(図7 の 上 部)に 残 る染色像が図に は あらわ れ
て い な い . 即ち レ ー ン 4 と 7の 染色 パ タ ー ン が少 ない と い う こ
とは 原点に 不 溶物と して 残る部分が多い こ とを 示 して い る .
Ⅳ . 寒天電気泳動 ･ 免疫電気泳動(図8-A, B)
精製 され た β2m ほβ1 に 近い β2移動度に 1本の バ ン ドと して
泳動 し, ウ サ ギ抗 ヒ ト β2m 抗血清 とほ 明確 な沈降線 を作 っ た .
こ れ を濃縮 , また は 精製水に 透析 して で きた沈法を と っ て 原点
に 添加 して も, 泳動の 条件下で 再 び可 溶性と な り , 本来の 移動
度と抗原性を 示 した . しか し , PH4.3 に よる沈殿は 可 溶化 して
泳動 された が , 本来 の 移動度の バ ン ドに 加え それ よ りやや 陽極
寄 りに もう 1本 の バ ン ドを 形成 し(図8 A), 免疫電気泳動に
よ っ て 融合 した 沈降線とな っ た (図8B).
Ⅴ . 円偏光 二 色性
図9 に β2m の 酸性条件下に おけ る 200-350n m 波長域の 円偏
光二 色性の ス ペ ク トル を示 した ( 国9).
モ ル 楕円率 [β] は [β] =
QxlOO
C xL
C はモ ル 濃度 , Lほ セ ル 長, Q は実測楕円角に よ り求めた .
pH 6.8 に お い て ほ 221n m に [β] =
- 1,1 8 2degre e
･ C m
2/
de cim ole と 240n m に [β] = -1 36の 2 つ の 極大を示 す カ ー ブ
が 得られ た . こ の 値ほ Karlss o n
231の 報告に 近 い , 予備 試験忙 よ
200 2ZO 240 260 280 300 320 340n m
Fig.9. C ha nges of cir c ulardichrois m
of β2m in a cidic pH･
β2m in O･2 M phosphate buffer(0
'
) w as miⅩed with lM









り pH4.9の 緩衝液 の 添加ま でほ著 しい 変化が な い が , pH 4.3に
な る と急速に ス ペ ク ト ル が変化する こ と が 判明 した の で , 0. 2
M リン 酸緩衝液 pH 6.8 の β2m に 1M の pH4. 3酢酸緩衝液を
加え , 15分 , 30分, 120分後に C Dス ペ ク ト ル を 測定 した (図
9). そ の 結果 240n 皿 の 負の ピ ー ク は消失, 221n m の 負 の ピ ー
ク ほ 次第に 減少 し, 代 わ りに 227n m に 新 し い 負の ピ ー ク が 出
現 し , [β] は1 5分後 - 1,38 2, 3 0分後 - 1,89 0, 1 2 0分後-
2,110 と変化 した . しか し, β2m 溶液 に 0.01 M2- メ ル カ プ ト エ
タ ノ ー ル を添加 L た り, 精製水に よ り希釈 して も , 1 2 0分程 の
短時間で は C D ス ペ ク ト ル に は著 しい変化は な か っ た .
Ⅵ . ア ミ ロ イ ド染色( 図10- ん B)
β2m を 濃縮 , 塩濃度変化 お よび酸性条件下で 不 溶性 に した沈
麒を ス ライ ドグ ラ ス に 塗沫 し , コ ン ゴ ー 赤染色を 行 っ た . そ の
後 , 光学顕微鏡に て 各 不溶化条件の ス ライ ドを4 00倍拡大 で 50
視野の 観察を し , コ ン ゴ ー 赤染色の 陽性視野の 比率を求め た .
い ずれ もタ ン パ ク の 無 定形の 沈殿が 主 で あるが , コ ン ゴ ー 赤 に
染 まる 部分が点 々 と あ り, そ の 比率は塩濃度変化 で は12/5 0,
濃縮5/50, 酸性条件下1.5/50で あ っ た . すなわ ち , 塩濃度を 3
日間か けて 減少 させ , 最後 に 精製水に 透析 して得 られ た 沈殿 が
最も コ ン ゴ ー 赤に 染ま り, 酸性条件下の も の は ほ と ん ど染ま ら
な か っ た . 図10に 示 L たの ほ濃縮に よ り不溶化 した 沈殿を染色
した もの で ある . 偏光顕微鏡(図10 B)で ほ , コ ン ゴ ー 赤染色さ
れ た 沈殿に 緑黄色の 複屈折 が観察 され た . そ の 染色比率は光学
顕微鏡観察時 の もの と 同様で あ っ た ,
Ⅵ . 電子顕微鏡によ る観察( 国11)
日立 H 500電子顕微鏡 に よ り倍率を30,000 と して β2m の 重合
不溶物を観察 した (図11). 多く の 部分ほ 無定形の 点在あるい は
凝集 の タ ン パ ク で あ っ た が , 部分 的 に ア ミ ロ イ ド線維特有 の
40n m の 細線維ある い はそ の 集積 した線維が認め られ た .
考 察
精製 され た ヒ ト の β2m の 水溶液ほ溶媒の pH 変化 , 塩濃度変
化お よ び濃縮の 操作 に よ り溶解度の 著 しい 低下が 認め られ た .
特に pH 変化 に 対 して ほ pH 5.5以下で 不 溶物の 形成 が始 ま
り , pH の 低下に 伴 っ て 不溶物の 形成 は増大 した . こ の β2m の
Fig.10.'Identification of precipitates of polym eriz ed β2m aS
a myloidfibril by Co ngoYr ed staining, Precipitate of
polyrn eriz ed β2m by sim ple c o n c e ntratio n w a s ap plied o n
gelatinc o ated glas s slide, dtied at 37 ℃･ a nd stain ed with
Co ngo-r ed. A , Light mic rograph, ×200; B, M icrogr aph in
polariz ed light, ×200. T he arr o windic ates o n epo sitio n of
the pr ecipitates ofthe polym erizedβ2m ,
肉限 で ほ 認め られ な い 不 溶物を ネ フ ェ ロ メ トリ ー を原理 とする
B LN に よ り測定 した21). B L N ほ波長 63n m の He-Ne レ ー
ザ ー を 光源と し, 溶液 中の 不 溶物 の 粒子径が波長 よ り大きくな
る場合に 起 こ る M ie 散乱を 測定に 利用 した も の で ある こ とか
ら, 不 溶物 ほ 633n m よ りか な り大きく成長 して い るか , ある
い は 633n m 付近 の 不 溶物が数多く形成 され て い る こ と を 示 し
て い る . pH 低 下 に よ る 重合不 溶物 の 形成 ほ , β2m 濃度 が
727一〟g/ml, 7J 唱/ml の い ず れ でも同様に 起 こ っ た .
β2m の 高次構造をC Dス ペ ク ト ル で 調べ た 報告 は Karlss o n23)
以外に な く , こ れ で ほ β構造 が主成分である こ と を 確か め ただ
けで あ っ た が , 今 回 ほ環境条件を変 え た場合 の β2m の 高次構造
の 変化 を C Dス ペ ク トル に よ り観察 した . pH6.8 で は β構造に
よ る 21 6n m 付近 の ネ ガ テ ィ ブ ピ ー ク が 明瞭 で あるが , pH4.3
に する と15分後で ス ペ ク ト ル の 波長 が移動す る こ と か ら, 既に
高次構造 の 変化が始 ま っ て お り, 30分, 60分 , 12 0分, 7日 とな
るに 従 い , 227n m の ネガ テ ィ ブ ピ ー ク の 深 さが 変化 した . 60分
お よ び 7 日の デ ー 如ま図 9に は 示 さ なか っ た が , [β] はそ れ
ぞれ - 2,163 と- Ⅰ,854 であ っ て ピ ー ク の 深 さが 異 な る が カ ー ブ
に は大差は なか っ た . 7 日後に は沈殿形成に よ り ピ ー ク が減少
L た と考 え られ た . B L Nに よ る混濁度 の 測定 に お い て も pH
6.8 で 0.33 V であ っ た もの が pH 4.3, 15分 で ほ 0.8 0 V, 以降
30分 で は 0.92V , 60分で ほ 0.97V, 120分 では 1.09V と 光散乱
強度が徐 利 こ増加 し, 1 日後に は1.52V まで 達 し , 227n m の ネ
ガテ ィ ブ ピ ー ク の 深 さに 比例 して 重合不溶物が成長 して い るこ
とが伺 え た . こ の 変化ほ 寒天電気泳動で は陽極寄 りの バ ン ドの
出現と な っ た . これ は高次構造の 変化に よ り 内部 に 隠れ てい た
負荷電の 露出で あろう と考 え られ る . しか し, そ れ に よ っ て 多
Fig.1l. Ele ctr o n micr ogr aph of pr e cipitate s of polym e riz ed
β2m . ･ Pre cipitate of polym eriz ed β2m W a S Stain ed with
u ra nyla c etate fo r20 min s at 37℃ and with le ad citr ate



















β2-ミ ク ロ グ ロ ブリ ン の 重合に よ るア ミ ロ イ ド形成
ク ロ
ー ン 性抗体に 対す る抗原性 に 変化が な か っ た こ と は ･ 主 な
高次構造はな お保た れ て い る
こ と を示 して い る ･ こ の pH に よ
る変化が ア ミ ロ イ ド線維の 形成
に 結 び つ くか ど うか は 一 急激に
pH を変えた 場合
コ ン ゴ ー 赤染色に よ り染 ま る部分が か な り少
なく, 無定形沈殿 が 主 で あ っ た こ と に よ り 否定的 で ある が ,
pH を透析に よ り徐々 に 変 えた 場合に
コ ン ゴ ー 赤染色部分が ,
増大したの でそ の 可能性も否定 で きな
い (長谷部保彦 未発表
デ ー タ).
β2m は p= 6･8 で 濃縮 した場合 に も可 溶性が低下 し , 400帽/
mI を超え ると 沈殿が認 め られ 始め た ･ こ の 濃 度ほ 人 工 透析患
者の 血清中の β2m 濃 度の 最高値
t3)よ りか な り 高 い 値 で は ある
が, 血管外に 出て 少 し濃縮 され る と容易に 重合が始ま り う る こ
とを示唆して い る ･
濃縮 に よ り重合 不溶物 と な っ た β2m を0 ■0 5% S D S含有
pB Sあるい は 8 M尿素含有 P B Sに 透 析する と ∴重合不溶物が
再溶解し , 可溶性の 多量体 お よ び 元 の 単 量体 に 復帰す る こ と
が , 寒天お よ び免疫電気泳軌 S D S-P A G E お よ び ウェ ス タ ン
ブロ ヅ テ ィ ン グ の 染色 パ タ
ー ン (因7 , 8) と E LIS Aに よ る
β2m 濃度 の 増加 お よび B L Nで の 光散乱強度の 低下( 図4)か ら
示され た . こ れ は 】 重合不 溶物 の 中に は完全な ア ミ ロ イ ド線経
と な っ て い な い 部分 の 方 が 多く存在す る た め 無定形沈殿 は
S DS や尿素に よ り重合物間の 結合が は ずれ , 可 溶性の 多量体あ
るい は元 の 単量体の β2m に 復帰す る こ と を 推測させ る ･ しか し
重合不溶物を 0.3 M 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 含有 P B Sに 透析
すると , S D S-P A G E お よ び ウエ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 染色
パ タ ー ン で は多量体の バ ン ドが 完全 に 消失 し単量体 の み の バ ン
ドとな っ た . そ の バ ン ドの 幅も狭 くな っ て お り
'
( 図7 ), ELIS A
に よる β2m 濃度の 低下と B L N での 光散乱強度 の 増加 (図4)
を考え合わ せ る と , β2m 分子内の S S結合 が切れ て 高次構造が
変化する と , β2m 分子 間に よ り重合を強め る 力が働き , 単 量体
か ら多量体 へ の 重合が促進 され る の で は な い か と 推測 して い
る .
ア ミ ロ イ ドは 構造的に ほ絹に 類似 した β構造 の タ ン パ ク か ら
構成され る線経 で あ っ て , そ の 安定性の た め に 一 旦 形成さ れ た
ア ミ ロ イ ドは吸 収 され る こ とが な く , そ の 蓄積 が徐 々 に 進行す
ると , 周囲の 組織を 圧排 して 機能障害をもた らす. ア ミ ロ イ ド
の 形成に ほ そ の 前駆 タ ン パ ク の 増加 とと もに , タ ン パ ク 分解酵
素の 関与15-, プ ロ テ オ グリ カ ン 24)お よ び ア ミ ロ イ ドP成分
25)
と の
結合, a myloide nha n cingfa ctorの 関 与
26)
,
フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン と
マ ク ロ フ ァ ー ジの 関与2
7) な ど, さま ざま な 補助要因が挙げら れ
てい る . しか し , 補助費困を必要と せ ず, 前駆 タ ン パ ク 単独 で
試験管内で ア ミ ロ イ ド線継 が形成 さ れ た 報告も散見す る
1 棚
ア ミ ロ イ ドは コ ン ゴ ー 赤に 染色 され , 電子顕微鏡 に よ り独自の
線維成分と して同 定 され る が , こ れ に 加え て pH 変化 , 尿素 ,
SDS. dim ethyls ulfo xide(D M S O)の 添加な どで は 可溶化 され な
い安定性もそ の 特徴 と され て い る
2g)
. 今回 の 実験は ア ミ ロ イ ド
形成の 第 一 段 階を見た の で あ っ て , 試験管内で
一 部分の β2m が
コ ン ゴ ー 赤染色陽性 に 変わ っ た が , そ の 部分だ け取り出す こ と
ほ成功 して い な い . ま た尿素や S D Sに 不 溶性 の 線推が形成 さ
れて い るか どうか も明らか で な い . 沈殿 の 大部分を占め る無定
形沈殿は尿素にも, S D Sに も可溶性 であ っ た . 従 っ て ア ミ ロ イ
ド形成の 機構の 解明に は さ ら に コ ン ゴ ー 赤染色性の 効率の よ い
重合をお こ さ せ る必要があり , そ れ に は 時間をか け て , 高次構
造を保 っ た ま ま沈殿形成を させ る必 要が あ りそ うで ある .
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本研究に お い て β2m の 溶媒に 対する安定性を調べ て い ると ,
臨床検査室に お い て は 酸性尿中に おけ る β2m の 不 安 定性 が問
題 に な っ て い る こ と が 判明した . 即 ち患者尿中の β2m を定量す
る とき に , 尿の PH が中性, ア ル カ リ 性で ある と β2m を測定で
き るが , 酸性 で あると 経時的な減少があ っ て正 確な 測定 が不 可
能 で ある . そ の 原 田と して 尿中に 酸性 プ ロ テ ア
ー ゼ が混在す る
た め で あると 今ま で 考え られ て きた17 卜 1
9)
. しか し尿 中の 酸性 プ
ロ テ ア ー ゼ を 実証 した成績 はな か っ た . 本実験 の 結果か ら, こ
れ は 明 らか に 誤 りで あ っ て , 免疫 グ ロ ブリ ン 遺伝子 ス ー パ ー
フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク は重合 しや す い 共通性 があり
叫
, 尿 の よ
うな β2m の 希薄溶液 は酸性条件下で重合 して も, 沈殿形成 と し
て 肉眼で ほ認め られ な い . しか し溶液状態 の β2m の 減少の た め
に 濃度が 低下す る よ うに 見えた もの であ る . そ こ で β2皿 濃度 が
減少 した と きに 図4の よ う に0.05% S D Sある い は 8 M 尿素を
添加す ると β2m の 濃度が回 復す る こ と か ら, 臨床検査 に お い て
β2m を測定す る時に 可 溶化剤を添加す る こ と に よ り 従来測定
不能で あ っ た 問題点が解決す る と思われ る .
抵 論
β㌻ ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の 重合に よ る ア ミ ロ イ ド線 維の 形成条
件 に つ い て 検 討し , 以 下の 結論を得た .
1 . β2-ミ ク ロ グ ロ プ リ ン の 水溶液は濃縮 1 塩濃度低下 , 酸性
条件下な どで 重合が お こ り沈殿を形成 した . そ の 時の C Dス ペ
ク ト ル に お い て , 酸性条件下 で は 高次構造の 変化が認め られ た
が , 濃縮 ･ 塩濃度の 低下に お い て は C Dス ペ ク ト ル の 変化が 認
め られ なか っ た . こ れ らの 沈殿形成 は 可逆的に 元に 戻 る の で変
性に よ る の で は なく , 分子 の溺則性を保ちた ま まの 重合で あっ
た .
2 . β2一ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の 重合に よ る沈殿 の 形成ま で の 時間
は濃縮お よ び酸性条件下で 早く , 鹿渡度低下で ほ 遅か っ た . ア
ミ ロ イ ド染色に おい て , コ ン ゴ ー 赤に 染ま る沈殿は , 沈殿形成
ま で の 時間の 遅 い 塩濃度低下の 場合に 多く , 濃縮 の 場合ほ少 な
く酸性条件下 で は ほ と ん ど認め られ なか っ た . 染ま っ た 沈殿が
ア ミ ロ イ ド線経で ある こ とは 偏光顕微鏡 に よ る 緑黄色 の 複屈折
と電 子顕微鏡の 観察に て 確認 した .
3 . こ れ ら の 結果か ら , β2一ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン か らア ミ ロ イ ド
線維 へ の 変換は 高次構造を保 っ た ま ま 長時間かけて環境変化さ
せ て 重合する こ と に よ り , β2-ミ ク ロ グ ロ プ リ ン 単独で も 自律的
に お こ りう る と結論 した .
4 . 現在 , 臨床検査の 分野 で ほ尿中の β2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の
測定 の 際に , β2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン が酸性尿で 消失もしくは減少
して い く こ と で 正 確な定量が困難 で ある と され て い る . こ の 原
因は酸性 プ ロ テ ア ー ゼ に よ るも の と考 え られ た い た が , S D S ま
た は尿素 に よ っ て 濃度の 減少が 回 復す る の で β2一ミ ク ロ グ ロ プ
リ ン の 高次構造の 変化に よ る沈殿形成 で ある事が 明 らか に な っ
た .
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β2- microglobulin(β2m)is o ne of the amyloidprecurs orpr otein s･ Inpatients o nlo g
-term hem odialysis, S e n 皿β卯
increasesin conc entra ion a ndchangeS tO amyloidas see nin the c arpaltu m elsyndro m e･ Co n n ors etal･ repOrted the in
vitro
f｡,m a tion of amyloid n bri1 from intactβ2m . Ho w e ver, Whether allorpart ofβ2m Changed to realamyloid R b rilw as n ot
stated. T he present study w asperfo rm edto c onfir m thein vitro change fro m β2m tO amyloid丘brila ndtoin vestigatethe
interm ediate state. β2m W aS Obtained &o m urine ofpatients wi th Itai
-Itaidise ase caused by cadmiuminto xic ationin血e area
ofpollutedsoil･ U rine s amPles w ere c onc entratedbyhol10W fiberAmic onConc e
ntrator andthenpassed thro ughtw ogel 軋
甘ation c olum nS. m e Characteristic andpurity ofthe puri鮎d β2m W ere C Onfirm ed bysev eralele ctrophore sis･ In order to
m akeprecipitate of thepuri fied β2m ,threepr ∝ edures such as l)c onc entration of the s oludonin P BS, 2)decrease ofs alt
co nce n&ation,3)changetO aCidic pH w eree mployed. Theinter m ediate state w as analyzed bypr otein dete mination, n ePh
-
elo m etry,･circ ulardichr ois m, SDS-POlyacryla mide gelelectrophoresi(SDS一 臥 GE), agar OSe electrophoresi andim m un 0
-
elec加phoresi . T be fo rm ation ofprecipitate ofβ2m W aS See nin a1lof thesethreepr ocedure sby n ephe10 m e叩 analysis･
There w as n o changein C DspeCtra Ofβ2m in pr ∝ eduresl)and2), butCD spectr a re vealeda･rapi4
･Change inprocedure3)
atpH4.3. In agar OSe elecBophoresi , a n e彿 bandap pearedinpr ocedure3)atpH 4･3 in addito n tothe original bandofβ2m ･
Ho w e v er,in pr ∝ eduresl)and 2), S u Ch a n ewband didn ot ap pear･ Stained precipitateswi thCongo
-r ed w ereplendfulin
procedurel), 鈷w inproc edure2)andfbw er still in pr ∝ edure3)･ Observationby microsc opeinpolariz ed light andelectr o
n
microsc opeCOnfirm ed thattheprecipitateswere a myloid nbri1s･ Tbese res ultspr ov e
d thatintactβ2m Changedto amyloid




det ermin atio n ofβ2m isdifRcultbecause ofinstability ofβ2m inacidic urine･ Ithastx en explained 血at acidpr o
-
te a sein urinedecre as edβ2m C On Centr ation . However, this studypro ved thatit wa s n o tdue to prot e a sedigestion, butdue to
fo rmation ofpr eclpltate.
